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(54) Title: USE OF BIODEGRADABLE MICROSPHERES THAT RELEASE AN ANTICANCER AGENT FOR TREATING GLIOBAS- 
TOMA 

(54) litre: UTIUSATION DE MICROSPHERES BIODEGRADABLES LIBER ANT UN AGENT ANTIC ANCEREUX POUR LE 
TRAITEMENT DU GLIOBLASTOME 

(57) Abstract 

The invention relate to the use of biodegradable microspheres that release a radiosensitizing anticancer agent for producing a 
medicament to be used simultaneously with, separately from, or spread over time with a radiotherapy, for treating glioblastoma. The use of 
said biodegradable microspheres according to the invention results in a patient survival time of least 90 weeks, a therapeutically effective 
concentration being maintained in the parenchymatous area throughout this time. The microspheres use preferably contain 5-fluorouracile 
coated with poly(d-l-lactic acid-co-glycolic acid). The microspheres are implanted in the walls of the operation site following the exeresis 
of the tumor by intratissular injection. The radiotherapy targeting the tumorous mass is dosed at 60 Gy over approximately 6 weeks. The 
invention also relates to a method for producing the biodegradable microspheres by emulsion-extraction, and to a suspension containing 
the biodegradable microspheres obtained using this method. 

(57) Abrege 

La presente invention a pour objet 1'utilisation de microspheres bioddgradables libcrant un agent anticancereux radiosensibiUsant 
pour la fabrication d'un medicament destirtf a etre utilise de facon simultanee, separee ou Stalee dans le temps avec une radiotherapie. 
pour le traitement du glioblastoma L'utilisatlon des microspheres biodegradables selon rinvention permet d'atteindre une durcc de 
survie des patients d'au moins 90 semaines, en maintenant au coins du temps une concentration th6rapeutiquement efficace dans l'espace 
parenchymateux. Les microspheres utilisees contiennent de preference du 5-fluorouracile enrobe* dans du po1y(d-l-acide lactique-co-acide 
glycolique). Les microspheres sont implantees par injection intratissulaire, apres exfirese de la tumeur, dans les parois du foyer operatoire. 
La radiotherapic focalisee sur le volume tumoral est dosee a 60 Gy sur six semaines environ. La pr6sente invention conceme egalement 
un proc«d6 de preparation des microspheres biodegradables par 6mulsion-extraction. ainsi qu'une suspension contenant des microspheres 
biodegradables 6ventuellement obtenues par ce proc6d6. 
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Utilisation de microspheres biod§gradables liberant un agent 
antlcanc6reux pour le traitement du glioblastome 



5 La presente demande concerns I'utilisation de microspheres 

biodegradables liberant un anticancereux, pour le traitement du 
gliobastome. 

Le glioblastome appartient au groupe des maladies rares 
repertories par la National Organization for Rare Disorders . 

10 Les tumeurs gliales malignes sont des tumeurs primitives du 

systeme nerveux central representant, selon les series, 13 a 22 % des 
tumeurs intracraniennes. Sur le plan histologique, on distingue en fait 
deux types de tumeurs gliales malignes, les astrocytomes anaptasiques et 
les gliobastomes, ces derniers repr6sentant la forme la plus indifferenciee 

15 de ces tumeurs. 

II n'existe actuellement pas de traitement efficace contre les 
tumeurs gliales malignes. La duree de survie des patients atteints de 
glioblastome ne depasse pas un an, meme si Ton associe la 
chimiotherapie et la radiotherapie a la chirurgie. 

20 Le traitement des tumeurs gliales malignes est limite principalement 

par trois phenomenes. 

Le premier est I'existence d'une barriers hemato-encephalique 
(BHE) qui isole le systems nerveux central du reste de I'organisme. Cette 
BHE ne laisse passer que des molecules de petite taille liposolubles. Les 

25 autres molecules doivent etre administrees a des doses tres importantes 
pour atteindre le systeme nerveux central et ce, au prix d'effets 
secondaires systemiques importants. 

Le deuxieme facteur limitant Tefficacite du traitement des tumeurs 
gliales est le caractere infiltrant de ces tumeurs. Le cerveau etant un 

30 organe hautement fonctionnel, il est impossible d'y realiser une chirurgie 
large au sens carcinologique du terme. Lexerese la plus complete 
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possible ne sera qu'une exerese macroscopiquement complete laissant 
un grand nombre de cellules tumorales infiltrees dans les parois de la 
cavite d'exerese. De nombreux auteurs ont d'ailleurs montre que 90 % 
des tumeurs gliales malignes operees et soignees par radiotherapie 

5 recidivaient dans les deux centimetres du site tumoral initial. 

Le dernier facteur limitant I'efficacite du traitement des tumeurs 
gliales est le faible indice therapeutique. Les cellules tumorales s'abritent 
en quelque sorte derriere un tissu normal extremement fragile et sensible 
aux agressions, provoquees par exemple par la radiotherapie ou par 

io certains anticancereux. Ainsi est-il difficile de detruire les cellules 
tumorales sans detruire les cellules nerveuses normales. 

Les progres realises dans le traitement des tumeurs gliales sont 
insuffisants (Kornblith PL, Walker M, Chemotherapy for malignant gliomas. 
J. Neurosurg, 68 : 1-17, 1988 ; Shapiro WR, Green SB, Burger PC, Selker 

15 RG, VanGilder JC, Robertson JT, Mahaley SM, A randomized 
comparaison of intra-arterial versus intravenous BCNU with or without 
intravenous 5-fluorouracil. for newly diagnosed patients with malignant 
glioma, J. Neurosurg. 76 : 772-781, 1992). 

Actuellement, le traitement classique des gliobastomes consecutif a 

20 une resection chirurgicale est base sur une radiotherapie externa II ne 
permet pas d'atteindre une duree de survie superieure a un an. 
L'association d'une radiotherapie avec une chimiotherapie par la 1-(2- 
chloroethyl)-3-cyclohexyl-1-nitroso-uree (BCNU) n'est efficace que sur les 
astrocytomes anaplasiques. Elle est d'un apport modeste car elle n'eleve 

25 le pourcentage des survivants qu'a dix-huit mois, sans modifier la duree 
de survie. 

Par ailleurs, I'immunotherapie ne s'est jamais imposee et la 
therapie genique doit encore faire ses preuves. 

Plusieurs techniques visant a augmenter la concentration locale 
30 d'anticancereux ont ete experimentees, comme la rupture osmotique de la 
barriere hemato-encephalique, I'injection dans le liquide cephalo- 
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rachidien, la perfusion intra-carotidienne et I'administration intra-tumorale 
a I'aide de reservoirs sous-cutanes (Tamargo RJ et Brem H, Drug delivery 
to the central nervous system, Neurosurgery Quaterly, 2 : 259 - 279, 
1 992). Aucune de ces techniques n'a pu augmenter la duree de survie des 
patients et certaines se sont revelees hautement toxiques. 

Au cours de ces demieres annees, la recherche en pharmacie 
galenique a permis le developpement de systemes polymeres 
implantables protegeant les substances actives d'une degradation, et 
permettant leur liberation locale de maniere controlee pendant une 
periode determinee tout en diminuant les effets secondaires systemiques. 
Les avantages de ces systemes polymeres implantables ont recemment 
incite plusieurs equipes a etudier leur application dans les pathologies du 
systeme nerveux central (Langer R, Polymer implants for drug delivery in 
the brain, J. Controlled Release, 16 : 53-60, 1991). En particulier, de tels 
systemes implantes dans la paroi de resection tumorale de gliomes malins 
retardent la recidive tumorale et prolongent la survie des patients. II 
persiste autour de la cavite operatoire des cellules malignes isolees, 
responsables de 90 % des recidives, qui se produisent dans les deux 
centimetres du foyer operatoire. Dans cette zone, le tissu nerveux est 
fonctionnel et la barriere hemato-encephalique est encore intacte, ce qui 
limite Taction de la radiotherapie et de la chimiotherapie conventionnelle. 

Divers systemes polymeres implantables liberant des molecules 
actives ont ete developpes et testes chez I'animal. 

Un systeme de disques biodegradables composes de PCPP-SA 
(polyl1,3-bis(carboxyphenoxy)propane-co-sebacic acid]) et liberant du 
BCNU (GLIADEL®) a ete developpe malgre des resultats modestes en 
etude clinique (Brem H, Polymers to treat brain tumors, Biomaterials 11 : 
699-701, 1990; Brem H, Mahaley MS, Vick NA, Black KL, Schold SC, 
Eller TW, Cozzens JW, Kenealy JN, Interstitial chemotherapy with drug 
polymer implants for the treatment of recurrent gliomas, J. Neurosurg 74 : 
441-446, 1991 ; Brem H, Walter KA, Langer R, Polymers as controlled 
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drug delivery devices for the treatment of malignant brain tumors, Eur J 
Pharm Biopharm, 39 (1) : 2-7, 1993 ; Brem H, Piantadosi S, Burger PC, 
Walker M, et al., Placebo-controlled trial of safety and efficacy of 
intraoperative controlled delivery by biodegradable polymers of 

5 chemotherapy for recurrent glioma, Lancet, 345 : 1008-1012, 1995). 

Des microspheres liberant du BCNU ont ete mises au point, mais 
les resultats des etudes chez I'animal etaient peu encourageants {Torres 
Al, Boisdron-Celle M, Benoit JP, Formulation of BCNU-loaded 
microspheres : influence of drug stability and solubility on the design of the 

10 microencapsulation procedure, J. Microencapsulation, 13 : 41-51, 1996 ; 
Painbeni T, Venier-Julienne MC, Benoit JP, Internal morphogogy of 
poly(D,L-lactide-co-glycolide) BCNU-loaded microspheres. Influence on 
drug stability, Eur. J. Pharm. Biopharm, 1998, 45, 31-39). 

L'objet de la presente invention est l'utilisation de microspheres 

15 biodegradables implantables liberant un anticancereux, pour le traitement 
du glioblastome. L'utilisation de ces microspheres est associee a la 
radiotherapie et a la chirurgie. Apres exerese de la tumeur, les 
microspheres biodegradables qui liberent un agent anticancereux sont 
jmplantees dans le foyer operatoire par injection intratissular. Ensuite, on 

20 precede a une radiotherapie, au maximum dans les sept jours suivant 
Intervention. 

GrSce a l'utilisation de ces microspheres, la Demanderesse a 
reussi de fa?on tout a fait avantageuse a doubler la duree de survie des 
patients souffrant d'un glioblastome. En effet, l'utilisation des 

25 microspheres selon ('invention permet d'atteindre une duree de survie d'au 
moins 90 semaines. 

En consequence, la pr6sente invention concerne l'utilisation de 
microspheres biodegradables liberant un agent anticancereux radio- 
sensibilisant pour la fabrication d'un medicament destine a etre utilise de 

30 fa9on simultanee, separee ou etalee dans le temps avec une 
radiotherapie, pour le traitement du glioblastome, lesdites microspheres 
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etant destinees a etre implantees dans le foyer operatoire apr6s exer^se 
de la tumeur gliale, caracterisee en ce que les microspheres contenant 
I'agent anticancereux sont enrobees d'un polymere qui retarde la 
liberation de I'agent anticancereux et maintient au cours du temps une 

5 concentration therapeutiquement efficace dans Tespace parenchymateux 
en vue d'atteindre une duree de survie du patient ainsi traite au moins 
6gale a environ 90 semaines, de preference environ 130 semaines, de 
preference encore 160 semaines. 

Les microspheres utilis6es dans le cadre de Tinvention contiennent 

10 un anticancereux qui est de preference hydrophile et/ou ne franchit pas la 
barriere hemato-encephalique. De fa?on avantageuse, I'agent 
anticanc6reux ne presente pas une neurotoxicity centrale. Cet 
anticancereux agit pr6ferentiellement sur les cellules en division. 

L'agent anticancereux est constitue d'un compose anticancereux 

is radiosensibilisant ou d'un melange de composes anticancereux contenant 
au moins un compose anticancereux radiosensibilisant, le ou lesdits 
composes anticancereux etant par exemple choisis parmi le 5- 
fluorouracile (5-FU), les platines, comme le carboplatine et le cisplatine, 
les taxanes, comme le docetaxel et le paclitaxel, la gemcitabine, le VP16, 

20 la mitomycine, I'idoxuridine, les inhibiteurs de la topoisomerase 1 , comme 
I'irinotecan, le topotecan et les camptothecines, les nitroso-ur6es, comme 
le BCNU, I'ACNU ou le MCNU, le methotrexate, la bleomycine, 
I'adriamycine, le Cytoxan et la vincristine, les cytokines 
immunomodulatrices, comme I1L2, l'IL6, TIL12 et l'IL13 et les interferons. 

25 L'agent anticancereux est de preference le 5-FU. 

Le 5-FU est un antimitotique ancien et bien connu. C'est une 
molecule hydrophile qui passe tres faiblement la barriere hemato- 
encephalique, son activite est done augmentee par une administration 
locale (Bourke RS, West CR, Chheda G et al., Kinetics of entry and 

30 distribution of 5-fluorouracil in CSF and brain following intravenous 
injection in primate, Cancer Res, 33: 1735-1746, 1973; Gerosa MA, 
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Dougherty DV, Wison CB, Rosenblum ML, Improved treatment of a brain 
tumor model, Part 2 : Sequential therapy with BCNU and 5-fluorouracil, J. 
Neurosurg. 58: 368, 1983; Kotsilimbas DG, Karpf R, Meredith S, 
Scheinberg LC, Evaluation of parenteral 5-FU on experimental brain 

5 tumors, Neurology, 16: 916-918, 1966; Levin VA, Edwards MS, Wara 
WM, Allen J, Ortega J, Vestnys P, 5-fluorouracil and 1 -(2-chloroethyl)-3- 
cyclohexyl-1 -nitrosourea (CCNU) followed by hydroxyurea, misonidazole 
and irradiation for brain stem gliomas : a pilot study of the brain tumor 
research center and the children cancer group, Neurosurgery, 14 : 679- 

10 681, 1984; Oda Y, Tokuriki y, Tsuda E, Handa H, Kieler J, Trial of 
anticancer pellet in malignant brain tumours, 5-FU and urokinase 
embedded in silastic. Proceeding of the 6 th European Congress of 
Neurosurgery, Acta neurochirurgica, Suppl. 28 : 489-490, 1979 ; Penn RD, 
Kroin JS, Harris JE, Chiu KM, Braun DP, Chronic intratumoral 

15 chemotherapy of a rat tumor with cisplatin and fluorouracil, Appl. 
Neurophysio, 46 : 240-244, 1983; Shapiro WR, Studies on the 
chemotherapy of experimental brain tumors: Evaluation of 1-(2- 
Chloroethyl)-3-Cyclohexy 1-1 -Nitrosourea, Vinscristine and 5-Fluorouracil, 
J. Nat. Cancer Institute, 46(2), 359-368, 1971 ; Shapiro WR, Green SB, 

20 Burger PC, Selker RG, VanGilder JC, Robertson JT, Mahaley SM, A 
randomized comparison of intra-arterial versus intravenous BCNU with or 
without intravenous 5-fluorouracil, for newly diagnosed patients with 
malignant glioma, J. Neurosurg, 76 : 772-781, 1992 ; Soloway AH, Mark 
VH, Dukat EG et al., Chemotherapy of brain tumors. I-Transplanted 

25 murine ependymoblastomas, Cancer Chemother Rep., 36 : 1-4, 1964). 

L'activite du 5-FU est aussi augmentee par une administration 
prolongee. Le 5-FU est un agent qui agit par interference sur la synthese 
des acides nucleiques. Des etudes ont montre que seulement 30 a 50 % 
des cellules d'un gliome malin murin (L9), et 14 a 44 % des cellules d'un 

30 gliome malin humain sont en division a tout moment. De plus, les durees 
du cycle cellulaire du glioblastome sont longues (20 heures pour le gliome 
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L9, de 3 a 7 jours pour le glioblastome humain). Or, la clairance du 5-FU 
dans le plasma est rapide (demi-vie de 30 mn) (Neuwelt EA, Barnett PA, 
Frenkel EP, Chemotherapeutic agent permeability to normal brain and 
delivery to avian sarcoma virus-induced brain tumors in the rodent : 

5 observation on problems of drug delivery, Neurosurgery, 14: 154-160, 
1984). Le 5-FU ne peut done detruire, par une administration systemique 
ou une injection locale, un nombre important de cellules malignes. 

Le 5-FU est essentiellement actif sur les tissus a renouvellement 
rapide et est exceptionnellement neurotoxique. Le 5-FU intervient dans la 

10 synthese des acides nucleiques, dont les tissus a croissance rapide ont 
particulierement besoin pour assurer leur proliferation et leur regeneration. 
Ce n'est bien sur pas le cas du tissu cerebral ou les mitoses sont rares a 
I'etat normal et ne surviennent qu'au sein de la population gliale. Les 
effets toxiques du 5-FU limitant son administration par voie generate sont 

15 essentiellement hematologiques et gastro-intestinaux. Si de rares effets 
secondares neurologiques du 5-FU ont ete publies, leur etiopathogenie, 
peu connue, est probablement multifactorielle (blocage du cycle de Krebs 
par un catabolite du 5-FU ou une exacerbation d'un deficit en thiamine 
preexistant) (Aoki N, Reversible leukoencephalopathy caused by 5- 

20 fluorouracil derivatives, presenting as akinetic mutism, Surg Neurol, 25 : 
279-282, 1986 ; Moore DH, Fowler WC, Grumpier LS, 5-fluorouracil 
neurotoxicity, case report, Gynecol Oncology, 36 : 152-154, 1990) 

Enfin, le 5-FU est radio-sensibilisant (Koutcher JA, Alfieri AA, 
Thaler h et al., Radiation enhancement by biochemical modulation and 5- 

25 FU f Int. J. Radit. Biol. Phys., 39: 1145-1152, 1997). La superiority de 
I'association 5-FU/radiotherapie dans chacun de ces traitements isoles a 
6t6 mise en Evidence des les annees 60 sur des modules animaux et sur 
des cellules tumorales in vitro (Bagshaw M, A possible role of potentiation 
in radiation therapy, Amer J. Roentgenol, 85 : 822-833, 1961 ; Vietti T, 

30 Eggerding F, Valeriote F, Combined effect of X-radiation and 5-fluorouracil 
on survival of transplanted leukemic cells, J. Natl. Inst., 47 : 865-870, 
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1971). Cette synergie serait due a la synchronisation de la population 
cellulaire tumorale et a la diminution des mecanismes de reparation 
cellulaire par le 5-FU. L'association radiotherapie et antipyrimidine (5-FU 
ou BrudR) a deja ete tentee chez I'homme (Goffman TE, Dachowski LJ, 

5 Bobo H et al., Long term follow-up on national cancer institute phase l/l I 
study of glioblastoma multiforme treated with iododeoxyuridine and 
hyperfractionated irradiation, J Clinical Oncology, 10: 264-268, 1992). 
L'absence de .tranche efficacite peut encore ici s'expliquer par la voie 
^administration syst6mique des drogues. 

io Lorsque I'agent anticancereux est le 5-FU, la concentration en agent 

anticancereux dans le liquide cephalo-rachidien, qui est ie reflet de concentration 
dans I'espace parenchymateux, est comprise entre 3 et 20 ng/ ml. 

Afin de limiter la neurotoxicity de I'agent anticancereux contenu 
dans les microspheres utilisees dans le cadre de I'invention, on peut 

15 avantageusement adjoindre audit agent anticancereux un compose 
neuroprotecteur. Ce compose neuroprotecteur est par exemple choisi 
parmi les facteurs de croissance peptidiques, comme le NGF ou le BDNF. 

Les microspheres biodegradables utilisees dans le cadre de 
Tinvention sont enrobees d'un polymere qui retarde la liberation de I'agent 

20 anticancereux et maintient, dans I'espace parenchymateux, une 
concentration therapeutiquement efficace pendant un laps de temps d'au 
moins trois semaines, de preference d'au moins quatre semaines. 

Le polymere est choisi parmi I'ethylcellulose, le polystyrene, la 
poly(e-caprolactone), le poly(d,l-acide lactique) et le poly(d,l-acide 

25 lactique-co-acide glycolique). 

Le polymere est de preference le poly(d,l-acide lactique-co-acide 
glycolique) ou PLAGA, qui est un polymere biodegradable autorise dans la 
formulation de preparations galeniques a liberation prolongee (a la 
difference du PCPP-SA qui n'est pas agree pour une utilisation clinique de 

30 large envergure). 
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Le poly(d,l-acide lactique-co-acide glycolique) est de preference du 
PLAGA 50: 50 (i.e. contenant une quantite egale d'acide lactique et 
d'acide glycolique), par exemple Resomer® RG 506 fourni par Bl Chimie, 
France, de masse moleculaire en masse egale a 72000, d'indice de 
polydispersite egal a 1,8 et de viscosite inherente 0,80 dl/g (solution de 
polymere a 0,1 % dans le chloroforme a 25°C). 

Le PLAGA est un copolymere hydrophobe dont ia degradation, 
provoquee par une reaction d'hydrolyse, donne naissance a deux 
substrats biologiques normaux, I'acide lactique et I'acide glycolique, 
metabolises en fin de glycolyse aerobie en C0 2 et H 2 0. Des etudes deja 
anciennes ont montre que la voie respiratoire etait la voie principale 
domination de ces deux substrats. La vitesse de biodegradation du 
PLAGA depend des proportions respectives d'acides lactique et 
glycolique. Le PLAGA est parfaitement biocompatible et provoque une 
reaction moderee aux corps etrangers (Visscher GE, RL Robinson, HV 
Mauding, Fong JW, Pearson JE, Argentieri GJ, Biodegradation of and 
tissue reaction to 50 : 50 poly(DL-lactide-co-glycolide) microcapsules, J. 
Biomed. Mat. Res. 19: 349-365, 1985). Le PLAGA entre dans la 
composition de fils chirurgicaux (Frazza EJ, Schmidt EE , A new 
absorbable suture, J. Biomed. Mater. Res., 5 : 43-58, 1971) et de formes 
galeniques implantables en sous-cutane (Jalil R, Nixon JR, Biodegradable 
poly(lactic acid) and poly(lactide-co-glycolide) microcapsules : problems 
associated with preparative techniques and release properties (Review), J. 
Microencapsulation, 7: 297-325, 1990). II a ete demontre que les 
microspheres de PLAGA 50 : 50 peuvent etre sterilisees par irradiation y, 
et qu'une fois implantees par stereotaxie dans le cerveau d'un rongeur, 
elles sont totalement biodegradees en deux mois, ne provoquant qu'une 
faction moderee de type astrocytaire et histiocytaire non specifique 
(Menei P, Daniel V, Montero-Menei C, Brouillard M, Pouplard-Barthelaix A, 
Benoit JP : Biodegradation and brain tissue reaction to poly(DL-lactide-co- 
glycolide) microspheres, Biomaterials 14 : 470-478, 1993 ; Menei P, Croue 
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A, Daniel V, Pouplard-Barthelaix A, Benoit JP : Fate and biocompatibility 
of three types of microsheres implanted into the brain, J. Biomed Mat Res, 
28, 1079-1085, 1994). Ce dernier resultat a ete confirme depuis par Kou 
JH, Emmett C, Shen P et al., Bioerosion and biocompatibility of poly(d,l- 
5 lactic-co-glycolic acid) implants in brain, J Control Release, 43, 123-130, 
1997. 

Les microspheres biodegradables de I'invention ont de preference 
un diametre moyen de 48 ± 20 um, de preference 46 ± 7 urn. Elles 
contiennent 15 a 35 % en poids d'agent anticancereux, de preference de 

io 19 a 27 % de 5-FU, de preference encore 20% de 5-FU, et 65 a 85 % en 
poids de polymere. 

Dans le cadre de la presente invention, les microspheres de 
PLAGA 50 : 50 vehiculant du 5-FU sont particulierement preferees. 

In vitro, les microspheres de PLAGA 50 : 50 vehiculant du 5-FU 

15 peuvent liberer du 5-FU pendant 21 jours. In vivo, implantees en sous- 
cutane chez le lapin, ces microspheres permettent d'obtenir une 
concentration plasmatique de 5-FU en plateau pendant 23 jours. Toujours 
in vivo et dans le cerveau de rongeurs, les cristaux de 5-FU sont visibles 
dans les microspheres au moins jusqu"au 19 4me jour. Chez le lapin, apres 

20 implantation intra-cerebrale de microspheres de PLAGA-5-FU (7mg/kg de 
5-FU), aucune trace de 5-FU n'est detectee dans le serum, ce qui laisse 
suggerer un passage quasi nul de la drogue dans la circulation 
systemique. 

Apres implantation intra-cerebrale de microspheres de PLAGA-5- 
25 FU chez le rongeur, a une dose totale de 17 mg/kg de 5-FU, aucun signe 
de toxicite systemique, ni aucun signe de neurotoxicite clinique ou 
histologique n'a ete observe. A la dose fractionnee de 24 Gy, I'association 
microspheres de 5-FU/radiotherapie cerebrale est parfaitement toleree 
(Menei P. Vectorisation dans le SNC par implantation stereotaxique de 
30 microspheres, These d'Universite en Sciences Pharmaceutiques, 
Universite d' Angers, 1995). Enfin, ces miaospheres implantees par 



00/69413 



11 



PCT/FROO/01315 



stereotaxie au sein d'un gliome malin developpe chez le rat (gliome C6) t 
diminuent significativement la mortalite (Menei P, Boisdron-Celle M t Croue 
A, Guy G, Benoit JP, Effect of stereotactic implantation of biodegradable 
5-fluorouracil-loaded microspheres in normal and C6-glioma bearing rats, 
Neurosurgery, 39 : 117-124, 1996). 

De fa?on avantageuse, les microspheres sont mises en suspension 
dans une solution sterile, la suspension etant injectee dans les parois du 
foyer operatoire apres exerese de la tumeur. 

La solution sterile contient de preference 

- entre 1 et 1,5 %, de preference 1,25 % poids/volume, d'un agent 

viscosifiant, par exemple ia carboxymethyl cellulose sodique, 

- entre 0,5 et 1,5 %, de preference 1 % d'un tensio-actif, par 
exemple le polysorbate 80®, et 

- entre 3,5 et 4,5%, de preference 4 %, d'un agent isotonisant, par 
exemple le mannitol. 

Les microspheres sont de preference mises en suspension de 
fa?on extemporanee juste avant injection. La suspension contient de 
preference 3 ml de la solution sterile decrite precedemment et 700 a 800 
mg de microspheres biodegradables. 

Apr£s confirmation du diagnostic de glioblastome et exerese 
macroscopique de la tumeur gliale, la suspension de microspheres est 
implantee dans les parois du foyer operatoire, a au moins deux 
centimetres de profondeur, de preference entre 2 et 3 centimetres, au 

moins tous les cm 2 . 

Lorsque I'agent anticancereux est le 5-FU, la dose totale de 
suspension injectee correspond a une quantite de 5-FU comprise entre 50 
et 200 mg. 

La radiotherapie est focalisee sur le volume tumoral, le volume 
irradie englobe la tumeur preoperatoire avec une marge d'au moins deux 
centimetres dans toutes les directions, et une dose totale comprise entre 
50 Gy et 60 Gy est appliquSe. 
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La radioth6rapie est amorcee de preference entre les deuxieme et 
septieme jours consecutifs a I'operation. Une dose totale comprise entre 
50 Gy et 60 Gy est etalee sur une duree comprise entre 4 et 8 semaines, 
par exemple a raison de 5 fractions par semaine. 

5 La radiotherapie est de preference effectuee avec une dose totale 

de 60 Gy pendant six semaines environ, de preference encore a raison de 
cinq fractions par semaine pendant 6,5 semaines. 

Apres avoir injecte les microspheres juste apres exerese de la 
tumeur, une ou plusieurs nouvelles injections de microspheres peuvent 

to etre effectuees par stereotaxie en cas de recurrence de la tumeur. 

Les microspheres utilisees dans le cadre de 1'invention peuvent §tre 
preparees par une technique d'emulsion-extraction, selon une variante du 
precede decrit par Boisdron-Celle M t Menei P, Benoit JP : Preparation of 
biodegradable 5-fluorouracil-loaded microspheres, J Pharm Pharmacol, 

15 47, 108-114, 1995. 

La presente invention conceme egalement un proc6d§ de 
preparation des microspheres contenant un agent anticancereux enrobees 
d'un polymere utilis6es dans le cadre de I'invention. Les grandes etapes 
de ce precede consistent a preparer une phase organique dans laquelle 

20 I'agent anticancereux et le polymere sont disperses dans un solvant 
organique. La phase organique et une phase aqueuse sont mises en 
emulsion, puis le solvant organique est extrait par addition d'eau. Enfin, la 
suspension de microspheres obtenue est filtree. 

Le procede de I'invention est tout d'abord caracterise en ce que 

25 I'agent anticancereux est disperse dans le solvant organique, sous vive 
agitation, avant Tajout du polymere. 

Selon les adaptations apportees au proced6 de I'art anterieur, le 
principe actif est broye dans un broyeur a bille planetaire. La taille des 
cristaux obtenus est comprise entre 15 et 50 pm. La taille des cristaux a 

30 encapsuler et leur dispersion sont en effet des criteres essentiels pour 
maltriser le taux ^encapsulation et la cinetique de liberation in vitro. 
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Le principe actif est ensuite disperse dans un solvant organique, de 
preference le dichloromethane, dans un tube a fond rond, sous agitation a 
I'aide d'une tige d'homogeneisation, avant I'ajout du polymere. 

L'homogSneisation permet I'obtention d'une suspension homogene, 
5 I'attenuation des differences d'un lot de broyage a I'autre et la reduction de 
la taille des cristaux du principe actif. 

La phase organique est preparee dans un solvant sans cosolvant. 
L'absence de cosolvant permet de ralentir la precipitation du polymere 
pendant la phase d'emulsion, si bien que ies particules obtenues sont 
io moins poreuses. 

La dispersion de principe actif est transvasee dans un premier 

reacteur. 

On ajoute le polymere en une proportion massique comprise entre 
8 et 13 % de preference egale a 11%. La phase organique obtenue est 

15 maintenue sous agitation constante d temperature ambiante pendant 2 a 4 
heures puis 15 minutes environ a une temperature comprise entre 1 et 
5°C, de preference 6gale a 2°C. Une plus longue periode d'agitation de la 
phase organique a temperature ambiante assure une totale solubilisation 
du polymere dans le solvant. 

20 Dans un deuxieme reacteur, on prepare la phase aqueuse en la 

maintenant de preference a la meme temperature que la phase organique, 
de preference a 2°C. La diminution de la temperature de la phase 
aqueuse et de la phase organique provoque une augmentation de leur 
viscosite et une augmentation du taux ^encapsulation. La phase aqueuse 

25 est par exemple une solution aqueuse de PVA a 1 0 %. 

On utilise deux nlacteurs a doubles parois et un liquide refrigerant 
circule en serie dans Ies deux reacteurs. La temperature des phases 
organique et aqueuse est avantageusement identique, de preference 
egale a environ 2°C, quand on melange Ies deux phases. Une bonne 

30 maitrise de la temperature conditionne en effet a la fois la taille des 
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particules, la vitesse de dissolution du principe actif et la vitesse 

detraction du solvant. 

La phase organique est transvasee du premier reacteur dans le 

second. La proportion volumique phase aqueuse / phase organique est 
5 comprise entre 80/3 et 1 20/3, de preference egale 3 1 00/3. 

L'emulsion obtenue est agitee pendant au moins 3 minutes, de preference 

pendant 3 6 6 minutes, de maniere encore plus preferee pendant 5 minutes. Le 

choix de cette duree est directement correlee ii la cinetique de liberation et 

notamment a I'effet « burst » sur 24-48 heures. 
io L'absence de cosolvant couplee a une duree d'emulsion suffisante, 

autorise la dissolution du principe actif en surface ou mal enrobe, si bien 

que les cinetiques de liberation dans la phase initiate sont mieux 

maitrisees. 

On ajoute de I'eau a l'emulsion, en un rapport volumique emulsion / 
15 eau compris entre 1/4 et 1/2, de preference egal a 1/3, pour extraire le 
solvant organique. La temperature de I'eau d'extraction est comprise entre 
1 et 5°C, de preference egale a 4°C. 

Les etapes d'emulsion et d'extraction sont effectuees dans le meme 
reacteur pour limiter la variability d'un lot a I'autre, et pour gagner du 
20 temps. La temperature de I'eau d'extraction est basse pour limiter une trop 
forte dissolution du principe actif. 

La suspension de microspheres obtenue est melangee pendant 
quelques minutes puis filtree sous atmosphere inerte. Le travail sous 
atmosphere inerte permet de limiter les risques de contamination du 
25 produit. 

Les microspheres, eventuellement obtenues selon le precede decrit 
precedemment, sont avantageusement lyophilisees. 

2 d 5 g de poudre (gateau de filtration) de microspheres sont 
additionnes de 10 ml d'eau sterile. L'ensembie est congele a -40 °C puis 
30 introduit dans le lyophilisateur. La lyophilisation dure 18 heures. En fin de 
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manipulation, la temperature de dessiccation secondaire doit etre 
maintenue en dessous de 10°C. 

Les microspheres doivent etre conservees a +4°C, meme seches. 

La pr6sente invention concerne egalement une suspension 
5 constitu6e d'une solution sterile contenant 1 a 1 ,5 % masse/volume d'un 
agent viscosifiant, 0,5 a 1,5 % d'un tensio-actif et 3,5 a 4,5 % d'un agent 
isotonisant, et des microspheres biodegradables liberant un agent 
anticancereux enrobees d'un poiymere decrites precedemment 
eventuellement obtenues selon le procede decrit ci-dessus, la proportion 
io des microspheres representant 200 a 300 mg/ml de solution sterile, de 
preference 230 a 270 mg/ml. 

Ces microspheres sont constitutes de preference de 15 a 35% en 
poids d'agent anticancereux et de 65 a 85% en poids de poiymere. 

Le poiymere est avantageusement le poly(d,l-acide lactique-co- 
15 acide glycolique) contenant de preference une quantite egale d'acide 
lactique et d'acide glycolique. 

La solution sterile contient de preference 1,25 % poids/volume de 
carboxymethyl cellulose sodique, 1 % de polysorbate 80 et 4 % de 
mannitol. 

20 La presente invention est illustree de fa?on non limitative par les 

exemples suivants. 

EXEMPLE 1 

25 Des microspheres pr6parees par la technique d'emulsion-extraction 

de solvant, selon une variante du procede decrit par Boisdron-Celle M, 
Menei P et Benoit JP (Preparation of biodegradable 5-fluorouracil-loaded 
microspheres, J Pharm Pharmacol, 47, 108-114, 1995). 
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Brovage du 5-FU 

Le 5-FU est broye dans un broyeur a bille planetaire du type 
Pulverisette 7 (Fritsch). 8,5 g de 5-FU sont introduits dans chaque jarre 
5 contenant 7 billes. Le broyage dure 10 minutes a vitesse 7. La poudre est 
recuperee sous hotte a flux laminaire. Les cristaux obtenus ont une taille 
comprise entre 15 et 50 jjm, et se repartissent en deux fractions : une 
fraction fine (de granulomere inferieure a 1 pm) et une fraction grosse 
(superieure a 30 |jm). 

10 

Dispersion du 5-FU dans le solvant orqanique 

Le 5-FU broye est disperse dans 45 ml de dichlorom&hane sous 
agitation a I'aide d'un homogeneisateur du type ultra-turrax pendant 3 
15 minutes a 1 3 500 tpm, dans un tube a fond rond. 

Preparation de la phase orqanique 

La dispersion de 5-FU est transvasee dans un reacteur refrigere 
20 double paroi de 150 ml. On lui ajoute le PLAGA de telle sorte que la 
proportion PLAGA/dichlorom6thane soit egale a 11 %. La phase 
organique est agitee avec une pale, a 450 tpm, pendant 4 heures a 20°C 1 
puis 15 minutes a 2°C. Dans le reacteur la temperature est maintenue 
constante k 0,1 °C pres a I'aide d'un cryostat. 

25 

Preparation de Temulsion 

On prepare 1500 ml d'une solution aqueuse autoclavee a 10 % de 
PVA maintenue a 2°C dans un reacteur de 6 litres refrigere a double paroi. 
30 La phase organique est ensuite transvasee dans ce reacteur par 
ouverture d'une vanne de fond du premier reacteur. La phase organique 
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est deversee en 5 a 10 s sur la phase aqueuse agitee a I'aide d'une pale 
tournant a 375 tpm. La proportion volumique phase aqueuse / phase 
organique est egale a 100/3. 

L'emulsion est agitee pendant 4 minutes et 45 s. 

5 ' 

Extraction 

Lorsque l'emulsion est prete, on verse 4,5 I d'eau d' extraction a 4°C 
sur l'emulsion dans un rapport volumique emulsion/eau 6gal a 1/3. 
10 L'extraction dure 2 minutes. 

Filtration 

La totalite du contenu du deuxieme reacteur est transvas6e par le 
15 fond dans une cuve en inox, puis mise sous pression d'azote. La 
suspension est filtree sur un filtre dont le diametre des pores est egal a 3 
pm. 

Apres passage de la totalite de la suspension sur le filtre, le gateau 
de filtration est lave deux fois avec 3 litres d'eau sterile. 

20 Le taux decapsulation de I'agent anticancereux des microspheres 

obtenues est de 20 %. Apres tamisage, une desorption du 
dichloromethane est realisee a I'etuve pendant 48 heures. Les 
microspheres sont ensuite conditionnees et sterilisees par y-irradiation ^ 
19 kGy. Un nouveau controle du taux d'encapsulation est realise apres 

25 sterilisation. Un dosage des traces de solvant residuel est ensuite 
effectue. On detecte avantageusement un taux r6siduel de 
dichloromethane de 0,5 %. On controle la st6rilite et la cinetique de 
liberation in vitro des microspheres obtenues. 

Les microspheres obtenues ont une teneur en principe actif de 23 ± 

30 3,5 %. 
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On realise plusieurs lots en suivant le protocole decrit 
precedemment et on calcule une taille moyenne de particules de 48 ± 20 
jjm sur la population de I'ensemble des lots equivalant a 46 ± 7 |jm 
(moyenne des moyennes des lots prepares). 
5 Les microspheres obtenues ont une teneur en principe actif de 23 ± 

3,5 % et une taille moyenne de 48 ± 20 pm. 

EXEMPLE 2 

io Des microspheres sont preparees par la technique d'emulsion- 

extraction de solvant de I'exemple 1, 

- Brovaqe du 5-FU 

On procede comme dans I'exemple 1 en broyant 4 g de 5-FU 

Les cristaux obtenus ont une taille comprise entre 15 et 50 pm, et 
se repartissent en deux fractions : une fraction fine (de granulomere 
inferieure a 1 \xr\) et une fraction grosse (superieure a 30 Mm). 

- Dispersion du 5-FU dans le solvant oraaniaue 

Le 5-FU broye est disperse dans 40 ml de dichloromethane sous 
agitation a I'aide d'un homogeneisateur du type ultra-turrax pendant 3,5 
25 minutes a 1 3 500 tpm, dans un tube a fond rond. 

- La preparation de la phase organique et la preparation de I'emulsion sont 
r6alisees comme dans I'exemple 1 . 

30 - L'extraction et la filtration sont realisees comme dans rexemple 1 . 

Caract6ristique des microspheres obtenues. 



15 



20 



WO 00/69413 PCT/FROO/01315 

19 



Teneur en 5-FU : 22 % 
Taille : 46 ± 7 pm 

Effet burst a 24 h apres radiosterilisation a 19 kGy : 40 ± 4 %. 

5 

EXEMPLE 3 

Una etude clinique pilote ouverte de phase I'M est realises avee les 
10 microspheres PLAGA 50 : 50 / 5-FU de I'exemple 1 . 

Les microspheres obtenues sont mises en suspension de fagon 
extemporanee dans une solution contenant 

1,25 % poids/volume de carbbxym6thyl cellulose sodique 
(Cooper), 

15 - 1 % de polysorbate 80, 

- 4 % de mannitol, et 

- une quantite suffisante d'eau pour preparation injectable pour 
obtenir un volume total de 3 ml. 

La solution est pr6atablement sterilisee par autoclavage a 121°C 
20 pendant 20 minutes, puis par radiosterilisation par gamma-irradiation a 
une dose comprise entre 5 kGy et 25 kGy, de preference 1 9 kGy. 

La preparation de cette suspension est delicate car il faut eviter la 
formation de bulles. La suspension est injectee immediatement apres sa 
preparation, car les microspheres ont tendance a sedimenter dans le 
25 seringueet alaboucher. 

La suspension de microspheres est implantee dans les parois du 
foyer operatoire, apres exerese macroscopique de la tumeur gliale, entre 
deux et trois centimetres de profondeur, tous les cm 2 , a raison de 100 pi 
par injection. 

30 L'injection est r6alisee avec une seringue de 1 ml et un catheter 

. (Insyte® Vialon™) de 18 ga (1,3 x 45 mm) dont on retire le mandrin 
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metallique pour ne garder que !e catheter en plastique a bout de mousse 
non biseaute pour injecter la suspension dans le tissu cerebral. On utilise 
autant de seringues de 1 ml que necessaire. L'injection de la suspension 
avec I'aiguille biseautee expose au risque d'hematome et de reflux des 
5 microspheres. Le diametre du catheter doit etre suffisamment petit pour 
ne pas traumatiser le tissu cerebral et suffisamment grand pour ne pas 
etre bouche par la suspension de microspheres. 

L'injection doit etre realisee tres doucement et le catheter doit rester 
quelques minutes en place avant d'etre retire pour eviter le reflux des 

10 microspheres. On applique sur le site d'injection un fragment de 1 cm 2 de 
compresse hematostatique resorbable (Surgical® ou Spongel®). 

Les patients inclus dans l'6tude sont §g6s de 18 et 68 ans, sans 
antecedent neoplasique, avec un indice de Karnofsky superieur a 60, ont 
une histoire clinique et une imagerie evoquant un glioblastome sus- 

15 tentoriel, ont subi une exerese macroscopiquerrient complete, et leur 
examen histologique intra-operatoire (realise selon les criteres de TOMS : 
necrose, proliferation vasculare, pleomorphisme nucleaire et activite 
mitotique) confirme le diagnostic de glioblastome. 

Les criteres d'exclusion des patients sont les suivants : d6ficience 

20 metabolique, grossesse, autre pathologie cancereuse anterieure. 

Trois groupes etaient initialement prevus pour etudier les effets de 
doses croissantes de 5-fluoro-uracile : dans I'ordre chronologique, 70, 132 
et 264 mg, le traitement du groupe suivant etant amorce apres avoir 
constate la tolerance du traitement par le groupe en cours d'essai. 

25 En raison de la survenue d'une toxicite neurologique de Grade II 

chez un patient ayant re9u 132 mg de 5-FU, et suivant les regies d'arret 
du protocole, I'escalade therapeutique a ete stoppee et les patients 
suivants ont regu la meme dose de 132 mg. 

La radiotherapie externe conventionnelle (focalisee sur le volume 

30 tumoral appr6ci§ sur I'IRM preoperatoire avec une energie de 10 MV) est 
amorcee entre les deuxieme et septieme jours consecutifs a I'operation. 
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Une dose totale de 60 Gy en 33 fractions de 1,8 Gy, a raison de 5 
fractions pendant 6,5 semaines, est appliquee. Le volume irradie englobe 
la tumeur preoperatoire avec une marge d'au moins deux centimetres 
dans toutes les directions. 

5 Les patients sont suivis sur le plan clinique et radiologique : un 

scanner a 72 heures pour confirmer I'ex6rese macroscopiquement 
complete et une Evaluation clinique sont effectues a J10, J20 et J30. Une 
IRM est realisee a J10 et J30. Enfin, un dosage du 5-FU dans le sang et le 
LCR est realise a 72 heures, J10 T J20 et J.3.0. La toxicite (neurologique, 

10 hematologique, muqueuse et cardiologique) est evaluee en grades sur 
des criteres derives de ceux de TOMS. Passe un mois, les patients sont 
suivis cliniquement tous les deux mois et subissent une IRM tous les trois 
mois. 

Une legere anemie post-operatoire, une hyperleucocytose et une 

15 legere lymphopenie ont ete observees chez tous les patients. 

L'etude pharmacologique a permis de confirmer la liberation 
prolongee de 5-FU dans le liquide cephalo-rachidien (LCR) pendant plus 
de 30 jours, et un passage transitoire, a plus faible taux, de la molecule 
dans la circulation systemique. Des concentrations significatives de 5-FU 

20 sont encore presentes dans le LCR un mois apres implantation. 

Les profits de liberation du 5-FU dans le LCR montrent un pic au 
dixieme et au vingtieme jour respectivement pour les doses de 70 et 132 
mg. Le taux plasmatique de 5-FU n'etait pas detectable a partir du dixieme 
jour chez la moitiS des patients. 

25 La tolerance systemique est excellente chez tous les patients 

traites. Aucune modification de la chimie ou de la cellularite du LCR n'a 
ete constatee. L'apparition d'un oedeme cerebral durant la radiotherapie 
chez un patient traite avec 132 mg n'a pas permis de poursuivre 
I'escalade de la dose. 

30 Huit patients, dont quatre hommes et quatre femmes, d'une 

moyenne d'age egale a 48,5 ans et d'un indice de Karnofsky superieur a 
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90, ont done ete inclus dans I'etude. Le premier groupe de trois a re?u une 
dose de 70 mg, et le deuxieme groupe de cinq a re?u 132 mg. 

Les resultats preliminaires sur la survie n'etaient pas interpretables 
sur le plan statistique en raison du petit nombre de patients, lis etaient 
5 cependant tres encourageants. A la derni&re evaluation, dans le premier 
groupe traite (70 mg), les trois patients sont decedes a 61, 114 et 125 
semaines. A noter que le patient decede a 114 semaines I'a 6te de 
metastases pulmonaires du glioblastome. Dans le deuxieme groupe traite 
(132 mg), trois patients sont decedes a 31, 59 et 82 semaines et 2 etaient 

10 toujours en remission a 159 et 172 semaines, a la date d'ecriture de ces 
r§sultats preliminaires. 

La mediane de survie des patients est de 98 semaines (elle est de 
50,6 semaines dans la litterature pour des patients repondant aux memes 
criteres (Devaux BC, OTallon JR, Kelly PJ, Resection, biopsy, and 

15 survival in malignant glial neoplasms, J Neurosurg, 78 : 767-775, 1993). 
Cinq patients sur huit, soit 62 % etaient vivants a 18 mois alors que dans 
la litterature, pour des patients repondant aux criteres d'inclusion de cette 
etude, la survie a 18 mois est de 20 % (Devaux BC, O'Fallon JR, Kelly PJ, 
Resection, biopsy, and survival in malignant glial neoplasms, J Neurosurg, 

20 78:767-775,1993). 
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REVENPlCATtONS 

1. Utilisation de microspheres biodegradables liberant un agent 
5 anticancereux radiosensibilisant pour la fabrication d'un medicament 

destine a etre utilise de fa?on simultanee, separee ou etalee dans le 
temps avec une radiotherapie, pour le traitement du glioblastome, 
lesdites microspheres etant destinees a §tre implantees dans le foyer 
operatoire apres exerese de !a tumeur g!ia!e, caracterisee en cs que 

10 les microspheres contenant I'agent anticancereux sont enrobees d'un 
polymere qui retarde la liberation de I'agent anticancereux et maintient 
au cours du temps une concentration therapeutiquement efficace dans 
I'espace parenchymateux en vue d'atteindre une duree de survie du 
patient ainsi traite au moins egale a environ 90 semaines, de 

15 preference environ 130 semaines, de preference encore environ 160 
semaines. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que I'agent 
anticancereux est hydrophile et/ou ne franchit pas la barrtere hernato- 

20 encephalique. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que I'agent 
anticancereux ne presente pas une neurotoxicite centrale. 

25 4. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee 
en ce que I'agent anticancereux est constitu§ d'un compose 
anticancereux radiosensibilisant ou d'un melange de composes 
anticancereux contenant au moins un compose anticancereux 
radiosensibilisant, le ou lesdits composes anticancereux etant choisis 

30 parmi le 5-fluorouracile (5-FU), les platines, comme le carboplatine et 
le cisplatine, les taxanes, comme le docetaxel et le paclitaxel, la 
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gemcitabine, le VP16, la mitomycine, Pidoxuridine, les inhibiteurs de la 
topoisomerase 1, comme I'irinotecan, le topotecan et les 
camptothecines, les nitroso-urees, comme le BCNU, I'ACNU ou le 
MCNU, le methotrexate, la bleomycine, I'adriamycine, le Cytoxan et la 
5 vincristine, les cytokines immunomodulatrices, comme i'IL2, I1L6, 
TIL12 et NL13 et les interferons. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que I'agent 
anticancereux est le 5-fluorouracile. 

10 

6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que la 
concentration en 5-FU dans le liquide cephalo-rachidien, qui est le 
reflet de concentration dans I'espace parenchymateux, est comprise 
entre 3 et 20 ng/ml. 

15 

7. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en 
ce qu'on adjoint a I'agent anticancereux un compose neuroprotecteur 
choisi parmi les facteurs de croissance peptidiques, comme le NGF ou 
le BDNF. 

20 

8. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que le polymere enrobant les microspheres qui retarde la liberation 
de I'agent anticancereux maintient dans I'espace parenchymateux 
ladite concentration therapeutiquement efficace pendant au moins 

25 trois semaines, de preference au moins quatre semaines. 

9. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que le polymere est choisi parmi Tethylcellulose, le polystyrene, la 
poly(e-caprolactone), le poly(d,l-acide lactique) et le poly(d,l-acide 

30 lactique-co-acide glycolique). 
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10. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que le polymere qui enrobe les microspheres est un poly(d,l-acide 
lactique-co-acide glycolique). 

5 11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que le 
polymere qui enrobe les microspheres est un poly(d,l-acide lactique- 
co-acide glycolique) contenant une quantite egale d'acide lactique et 
d'acide glycolique. 

10 12. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que les microspheres ont un diametre moyen de 48 ± 20 pm, de 
preference 46 ± 7 ym. 

13. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en 
15 ce que les microspheres contiennent 15 a 35 % en poids d'agent 

anticancSreux et 65 d 85 % en poids de polymere. 

14. Utilisation selon les revendications 5 et 13, caracterisee en ce que les 
microspheres contiennent 19 a 27 % de 5-FU, de preference 20% de 

20 5-FU. 



15. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que les microspheres sont mises en suspension dans une solution 
sterile, la suspension obtenue etant destinee a etre inject6e dans les 
25 parois du foyer operatoire apr6s ex6rese de la tumeur gliale, et en ce 
que ladite solution sterile contient de 1 a 1,5 % masse/volume d'un 
agent viscosifiant, 0,5 a 1,5 % d'un tensio-actif et 3,5 a 4,5 % d'un 
agent isotonisant. 
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16. Utilisation selon la revendication 15, caracterisee en ce que la solution 
contient 1,25 % poids/volume de carboxymethyl cellulose sodique, 1 
% de polysorbate 80 et 4 % de mannitol. 

5 17. Utilisation selon la revendication 15 ou 16, caracterisee en ce que la 
suspension de microspheres est injectee dans les parois du foyer 
operatoire, a au moins deux centimetres de profondeur, de preference 
entre 2 et 3 centimetres, au moins tous les cm 2 . 

10 18. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que la dose 
totale de 5-FU injectee est comprise entre 50 et 200 mg, de 
preference 130 mg. 

19. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en 
is ce que la radiotherapje est focalisee sur le volume tumoral, en ce que 
le volume irradie englobe la tumeur preoperatoire avec une marge 
d'au moins deux centimetres dans toutes les directions et en ce 
qu'une dose totale comprise entre 50 Gy et 60 Gy est appliquee. 

20 20. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en 
ce que la radiotherapie est amorcee de preference entre les deuxieme 
et septieme jours consecutifs d l'op6ration. 

21. Utilisation selon Tune des revendications precedentes, caracterisee en 
25 ce que la radiotherapie est effectuee avec une dose totale de 60 Gy 

pendant six semaines environ. 

22. Utilisation selon Tune des revendications 15 a 17 ou 19 a 21, 
caracterisee en ce que la suspension de microspheres est injectee par 

30 stereotaxic a une ou plusieurs reprises en cas de recurrence de la 
tumeur. 
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23. Precede de preparation de microspheres biodegradables contenant un 
agent anticancereux enrobe d'un polymere, par emulsion-extraction, 
qui consiste a disperser le polymere et I'agent anticancereux dans un 

5 solvant organique, a melanger la phase organique obtenue £ une 
phase aqueuse pour obtenir une emulsion, a extraire le solvant 
organique par addition d'eau, puis a filtrer la suspension de 
microspheres obtenue, caracterise en ce que I'agent anticancereux 
est disperse dans le solvant organique sous vive agitation avant I'ajout 

10 du polymere. 

24. Proc6de selon la revendication 23, caracterise en ce que le solvant 
organique est le dichlorom§thane. 

15 25. Procede selon la revendication 23 ou 24, caracterise en ce que la 
phase aqueuse et la phase organique ont une temperature identique, 
de preference egale a environ 2°C, quand elles sont melangees. 

26. Procede selon Tune des revendications 23 a 25, caracterise en ce que 
20 la phase organique contient 1 1 % de polymere. 

27. Procede selon Tune des revendications 23 a 26, caract6ris6 en ce que 
la proportion phase aqueuse/phase organique est egale a 100/3. 

25 28. Procede selon Tune des revendications 23 £ 27, caracterise en ce que 
I'emulsion constitute de la phase aqueuse et de la phase organique 
est melangee pendant au moins 3 minutes. 

29. ProcedS selon I'une des revendications 23 a 28, caracterise en ce que 
30 Peau necessaire pour extraire le solvant organique est ajoutee en une 
proportion telle que le rapport volumique emulsion/eau est egal a 1/3. 
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30. Precede selon Tune des revendications 23 & 29, caracterise en ce que 
I'eau necessaire pour extraire le solvant organique a une temperature 
de 4°C. 

5 

31. Proc§d6 selon I'une des revendications 23 a 30, caracterise en ce que 
I'agent anticancereux est broye avant d'etre disperse dans le solvant 
organique, pour que la taille des cristaux de I'agent anticancereux soit 
comprise entre 1 5 et 50 urn. 

10 

32. Precede selon Tune des revendications 23 a 31, caracterise en ce que 
apres I'ajout de I'eau d'extraction, la suspension obtenue est filtree 
sous atmosphere inerte. 

15 33. Procede selon Tune des revendications 23 a 32, caracterise en ce que 
les microspheres sont lyophilisees. 

34. Suspension constitute d'une solution sterile contenant 1 a 1,5 % 
masse/volume d'un agent viscosifiant, 0,5 a 1,5 % d'un tensio-actif et 

20 3,5 a 4,5 % d'un agent isotonisant, et de microspheres biodegradables 
liberant un agent anticancereux enrobees d'un polymere, la proportion 
des microspheres representant 200 a 300 mg/ml de solution sterile. 

35. Suspension selon la revendication 34, caracterisee en ce que les 
25 microspheres sont constitutes de 15 a 35% en poids d'agent 

anticancereux et de 65 £ 85% en poids de polymere. 

36. Suspension selon la revendication 34 ou 35, caracterisee en ce que le 
polymtre est le poly(d,l-acide lactique-co-acide glycolique) contenant 

30 de pr6f6rence une quantite egale d'acide lactique et d'acide 
glycolique. 
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37. Suspension selon Tune des revendications 34 a 36, caracterisee en ce 
que la solution sterile contient 1 ,25 % poids/volume de carboxymethyl 
cellulose sodique, 1 % de polysorbate 80 et 4 % de mannitol. 
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